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Abstract of DE19951765 

The invention relates to a system for temperature- 
regulated gene expression, in particular for the over- 
expression of cold-adapted, thermo labile proteins 
originating from psychrophilic organisms. 



E tfinggwi . 



Data supplied from the esp@cenet database - Worldwide 



® BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



® Off enlegungsschrift 
® DE 199 51 765 A1 



® Aktenzeichen: 
® Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



199 51765.7 
27. 10. 1999 
3. 5.2001 



® Int. CI. 7 : 

C 12 N 15/67 

C 12 P 21/02 
C 12 N 15/75 

in 

CD 

O 
0> 



© Anmelden 

Schweder, Thomas, Dr., 17489 Greifswald, DE 

© Ve rtreter: 

Weickmann & Weickmann, 81679 Munchen 



® Erfinder: 

Schweder, Thomas, Dr., 17489 Greifswald, DE; 
Kaan,Tanja, 17489 Greifswald, DE 

® Fur die Beurteilung der Patentfahigkeit in Betracht 
zu ziehende Druckschriften: 



US 
EP 
WO 
WO 



53 86 013 A 
08 12 917A1 
99 23 216A2 
98 42 854 A1 



Die fo!g»nden Angabon sfnd don vom Anmoldor »rng»r*fchten tint or lagan Mtnomnwn 

® Wirts-Vektor-System© zur Oberproduktion von thermolabilen Enzymen psychrophiler Organlsmen 

@ Die Erfindung betrifft Systems zur temperaturregulier- . 
ten Genexpression, insbesondere zur Uberexpression 
von kalteangepaBten, thermolabilen Proteinen aus 
psych rophil en Organismen. 



in 

in 

o> 
o 



in 



BUNDESDRUCKEREI 03.01 102 018/573/1 



15 



DE 199 51 

1 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifit Systeme zur temperaturreg u Li erten 
Genexpression, insbesondere zur tjberexpression voa kalte- 
angepaBten, ihermolabilen Proteinen aus psychrophilen Or- 5 
ganismen. 

KalteangepaBte, sogenannte psychrophile Organismen 
konnen noch bei extrem niedrigen Temperaturen wachsen. 
Diese Organismen findet man unter anderern im arktischen 
bzw. antarktischen Eis und Meerwasser sowie in der Tief- 10 
see. Enzyme dieser Organismen zeichnen sich durch eine 
hohe katalytische Aktivitat bei sehr niedrigen Temperatu- 
ren, z. B. 4°C aus. Diese Eigenschaft wird durch eine im 
Vergleich zu Enzymen von warmeliebenden Organismen 
flexiblere Proteinstruktur realisiert. Diese groBere Thermo- is 
flexibility hat zur Folge, daB iibliche grofitechnische Pro- 
dukuonsverfahren, die bei 37°C arbeiten, zum Entstehen 
von partiell denaturierten Produkten fuhren, die als soge- 
nannte EinschluBkorper in den Zellen akkumuliert werden 
konnen, und - sofem iiberhaupt - nur mit geringer Ausbeute 20 
renaturiert werden konnen. 

Feller et aL (Appl. Environ. Mikrobiol. 64 (1998), 
1163-1165) beschreiben die Uberexpression einer kaltean- 
gepaBten Amylase aus einem antarktischen Bakterium in 
dem mesophilen Expressionswirt Escherichia coli. Nach 25 
Expression bei 37°C konnte keine Amylaseaktivitat gemes- 
sen werden. Es wurde daher vorgeschlagen, nach erfolgter 
tjberexpression bei 18°C oder 25°C die Ferrnenterkultur 
uber Nacht bei 4°C zu inkubieren. Durch diese lange Tern- 
peraturerniedrigung konnte wenigstens die Renaturierung 30 
eines Teils der uberproduzierten Amylase erreicht werden. 
Dabei kann jedoch ein proteolytischer Abbau der rekombi- 
nanten Kalteproteine durch zelleigene Proteasen wahrend 
der langen Inkubationsdauer erfolgen. AuBerdem ist das 
Verfahren flir eine Produktion im groBtecbnischen MaBstab 35 
ungeeignet. 

W09 6/03 521 beschreibt ein kalteinduzierbares Expressi- 
onssystem flir den Gram-negativen mesophilen Wirt Esche- 
richia coli. Dieses System basiert auf den regulatorischen 
Sequenzen des Hauptkaltescbockproteins von Kcoli, Csp. 40 
Weiterhin wird em kalteinduzierbares Expressions system 
beschrieben, bei dem ein murierter Promotor des E.coli-Pha- 
gen X (pL) verwendet wird. Dieser Promotor wird durch 
niedrige Temperaturen von weniger als 20°C aktiv und er- 
laubt sornit eine selektive Expression rekombinanter Pro- 45 
teine unter diesen Bedingungen. Die beschriebenen Expres- 
sionssysteme sollen eine korrekte Faitung rekombinanter 
Proteine bei Temperaturen unter 20°C ermdglichen. Ein 
Nachteil dieses Verfahrens ist die Beschrankung auf das 
Gram- negative Bakterium Kcoli, welches bei geringen 50 
Temperaturen nur ein sehr schlechtes Wachstum zeigt. 

Das wirtschaftliche Potential von kalteangepaBten Protei- 
nen, z. B. Enzymen, ist sehr hoch einzuschatzen. Vor allem 
in der Lebensmittelverarbeitung und in der molekularbiolo- 
gischen Diagnostik finden diese Proteine ein weites Anwen- 5S 
dungs spektrum, welches bisher jedoch aufgrund der hohen 
Produktionskosten begrenzt war. Es besteht daher ein Be- 
durfnis, Systeme und Verfahren zu entwickeln, die eine ko- 
stengiinstige und groBlechnische Produktion thermolabiler 
Proteine ennoglicben. 60 

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung eines neuen 
tempera rurregulierbaren Expressionssystems gelost, wel- 
ches vorzugsweise auf einer Expressionskontrollsequenz ei- 
nes fur ein Kalteschockprotein kodierenden Gens, insbeson- 
dere des cspB-Gens aus B.subtilis basiert und dessen Regu- 65 
lation durch einen Antisense-RNA-Mechanismus erfolgt. 
Das System ermoglicht eine kalteinduzierbare Oberexpres- 
sion in einer Vielzahl von Organismen, z. B. eukaryonti- 
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schen Zellen wie Hefen, z. B. Saccharomyces cerevisiae, Pi- 
chia pastoris u. a und Pilzen z. B. Aspergillus niger u. a., 
oder prokaryontischen Zellen, z. B. Escherichia coli, Lact- 
obacillus lactis, Staphylococcus camosis, Bacillus licheni- 
formis, Bacillus brevis u. a., insbesondere in Gram-positi- 
ven Bakterien, z. B. in Bacillus subtilis, aber auch in Gram- 
negativen Bakterien. Das System basiert vorzugsweise auf 
einen Promotor, der bei geringen Temperaturen aktiv, je- 
doch nicht kalteinduzierbar ist. Aber auch kalteinduzierbare 
Promotoren kOnneu eingesetzt werden. Die Verwendung des 
Gram-positiven Mikroorganismus B. subtilis als Expressi- 
onswirt ist weiterhin bevorzugt, da dieser besser an Terape- 
raturen yon 20°C angepaBt ist als E.coli, und im Vergleich 
zu E.coli besser zur Sekretion rekombinanter Proteine ins 
extrazellulare Medium befahigt ist. Aufgrund dieser Cha- 
rakteristika wird durch das erfindungsgemaBe Expressions- 
system ein effektiverer FerraentationsprozeB bei niedrigen 
Temperaturen und eine effizienlere und weniger kostspieli- 
gere Reinigung der gewunschten Proteine nach "Uberexpres- 
sion ermoglicht. 

Ein Gegenstand der Yorliegenden Erfindung ist sornit ein 
System zu temperaturregulierten Genexpression umfassend 

(a) eine Genexpressionseinheit enthaltend eine erste 
Ex pre s si on skon trolls eque nz mit einem Promotor und 
einer ribdsomalen Bindungsstelle, und 

(b) eine Regulationseinheit enthaltend eine Nuklein- 
saure, die bei Transkription eine zur ersten Expressi- 
onskontrollsequenz komplementare Antisense-RNA 
ergibt, in operativer Verkntipfung mit einer temperatur- 
regulierbaren zweiten Expressionskontrollsequenz. 

Die zweite Expressionskontrollsequenz ist vorzugsweise 
kalteregulierbar, d. h. bei einer hohen Ternperatur von z. B. 
37°C wird die IVanskription von Antisense-RNA vermittelt 
durch die zweite Expressionskontrollsequenz erlaubt, wo- 
durch bewirkt wird, daB die Translation eines durch die erste 
Expressionskontrollsequenz erzeugten Transkripts aufgrund 
einer Bindung der Antisense-RNA an das Transkript zumin- 
dest teilweise reprirniert ist. Auf diese Weise wird ein Fer- 
mehtationsprozefi ermoglicht, bei dem in einer ersten Phase, 
der sogenannten Wachstumsphase bei hoheren Temperatu- 
ren, ein schnelles Wachstum der Wirtszellen erfolgt, wah- 
rend bei diesen Bedingungen keine oder nur sehr schwache 
Expression des gewunschten Proteins stattfmdeL Sobald 
eine geniigend hohe Zelldichte erreicht ist, kann dann die 
zweite Phase der Fermentation, die sogenannte Produktion s- 
phase beginnen. In dieser Phase wird das Expressionsystem 
durch Temperaturverringerung induziert und das rekombi- 
nante Protein iiberproduziert. 

Die durch Antisense-RNA vermittelte Tbmperaturregu- 
lierung kann grundsatzlich durch zwei verschiedene Aus- 
fuhrungsformen realisiert werden. In einer ersten AusftAh- 
rungsform erfolgt eine IVanskription der Antisense-RNA 
nur bei hohen Temperaturen von z. B. 37°C Eine Bindung 
dieser Antisense-RNA an die durch die erste Expressions- 
kontrollsequenz erzeugte mRNA stromaufwarts oder/und 
im Bereich der Ribosomenbindungsstelle verhindert eine In- 
itiation der Translation des Fremdproteins. Die temperatur- 
regulierte Transkription der Antisense-RNA kann durch 
Verwendung temperatursensitiver Repressoren erfolgen, 
z. B. des ternperatursensitiven Repressors CI587 des E.coli 
Phagen k, der nur bei Temperaturen unterhalb 37°C korrekt 
gefaltet und damit aktiv ist Dies hat zur Folge, daB bei einer 
Temperaturerrdedrigung auf 20°C der Repressor an seine 
Operatorregion bindet und damit eine Transkription der An- 
dsense-DNA vermittelt durch die zweite Expressionskon- 
trollsequenz verhindert. Damit wird keine neue Antisense- 
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RNA bei dieser Temperatur gebildet. Neu von der ersten Ex- 
pressionkontrollsequenz erzeugte rnRNA-Molekule sind 
nicht mehr blockiert und konnen sich an die Ribosomen an- 
lagern, eine Translation der Fremdproteine wird gestartet. 

In einer zweiten Ausfuhrungsform der Erfindung wird 5 
eine Antisense-RNA derart konstruiert, daB sie bei einer 
Temperaturerniedrigung auf 20°C eine Sekundarstruktur 
ausbildet, so daB sie sich nicht mehr an die Ziel-mRNA an- 
lagern kann. Mit Hilfe von entsprechenden Computerpro- 
grammen konnen entsprechende mRNA-Sekundirstrukni- 10 
ren vorausberechnet werden. So konnen ausgehend von ei- 
ner gegebenen Sequenz durch schritlweise Veranderung ent- 
sprechende Antisense-RNA-Molekiile erzeugt werden, die 
bei 20°C eine stabile Sekundarstruktur aufweisen, die nicht 
mehr an die Ziel-mRNA bindeL In dieser Ausfuhrungsform 15 
wird die Expression der Antisense-RNA durch einen vor- 
zugsweise schwachen konstitutiven Promotor oder durch ei- 
nen durch Temperaturveningeru ng auf 20°C abschaltbaren 
Promotor realisiert. 

Die Antisense-RNA weist vorzugsweise eine Lange bis 20 
zu 200 Nukleotdden auf, es sind jedoch auch kurzere Anti- 
sense-RNA Molekiile moglich. 

Vorzugsweise betragt die Lange des komplementaren Se- 
quenzabschnitts der Antisense-RNA Molekiile 20 bis 100 
Nukleotide. Die Sequenz der Antisense-DNA wird so ge- 25 
wahlt, daB die davon durch Trans kription erzeugten RNA- 
MolekUle mindestens teilweise die ribosomale BindesteUe 
der von der ersten Expressionseinheit transkribierten mRNA 
blockieren. 

Die Oenexpressionseinbeit des erfindungsgem&Ben Sy- 30 
stems enthalt eine erste Expressionskontrollsequenz, die 
vorzugsweise zur Expression thermolabiler Proteine geeig- 
net ist, d. h. bei Temperaturen von < 20°C eine effiziente 
TYanskription und Translation ermoglicht. Die erste Expres- 
sionskontrollsequenz umfaBt daher gllnstigerweise den Pro- 35 
motor oder/und die ribosomale Bindungsstelle eines Kalte- 
schockgens, beispielsweise das cspB-Gens von B.subtilis. 

ZusStzlich kann die erste Expressionskontrollsequenz 
strornabwarts der ribosomalen Bindungsstelle eine transla- 
tierbare Nukleotidsequenz, insbesondere eine effizient bei 40 
niedrigen Temperaturen translatierbare Nukleotidsequenz 
enthalten, die zur Verbesserung der Translationseffizienz der 
gewCinschten Proteine dient Diese translatierbare Nukleo- 
tidsequenz kann z. B. fur den N-Terrninus von Kalteschock- 
proteinen kodieren, z. B. ftir die ersten 10 bis 20 Arninosau- 45 
ren von CspB. Am Ende der translatierbaren Nukleotidse- 
quenz kann ein Stopcodon lokalisiert sein, so daB die Trans- 
lation in Form eines Cistrons mit zwei separaten kodieren- 
den Bereichen (translationsverbesserndes Peptid bzw. Poly- 
peptid und gewiinschtes rekombinantes Protein) erfolgL Al- 50 
ternativ kann das gewiinschte rekombinante Protein auch als 
Pusionsprotein mit dem trans lationsverbessern den Peptid 
bzw. Polypeptid exprimiert werden, wobei in diese m Fall 
eine Spaitstelle, z. B. eine proteolytische Spaitstelle zwi- 
schen den beiden genannten Domanen des Fusionsproteins 55 
eingebaut werden kann. 

Die Genexpressionseinheit kann weiterhin eine Klonie- 
rungsstelle in operativer Verkniipfung mit der Expressions- 
kontrollsequenz enthalten, urn die Einklonierung eines ge- 
wiinschten Zielgens zu ermoglicben. In einer anderen Aus- 60 
runnings form der Erfindung kann die Genexpressionsein- 
heit bereits ein Strukturgen, welches vorzugsweise fur ein 
thermolabiles Protein kodiert, in operativer \ferkntipfung 
mit der Expressionskontrollsequenz enthalten. 

Das erundungsgernaBe Genexpressionssystem kann auf 65 
einem oder zwei Vektoren oder auch auf dem Chromosom 
einer Wirtszelle lokalisiert sein. Die Vektoren sind vorzugs- 
weise prokaryontische Vektoren, d. h. Vektoren, die zur Pro- 
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pagierung in einer prokaryontischen Wirtszelle faTiig sind. 
Beispiele fur derartige Vektoren sind Plasmidvektoren, Bak- 
teriophagen, Cosmide, etc. Bevorzugt werden Vektoren ver- 
wendet, die fur eine Propagierung in Grampositivea proka- 
ryontischen Wirlszellen, insbesondere B.subtilis, geeignet 
sind. Die Vektoren weisen einen fur die jeweilige Wirtszelle 
geeigneten Replikationsursprung sowie vorzugsweise ein 
Antibiotikumresistenzgen auf, um eine Selektion zu ermog- 
lichen. 

Die Erfindung betrifft weiterhin eine Zelle, die ein erfin- 
dungsgemaBes Expressions system enthalt. Vorzugsweise ist 
die Zelle eine Gram-positive Zelle, insbesondere eine 
B.subtilis Zelle. 

Das erfindungsgemaBe Expressioassystem und die erfin- 
dungsgemaBe Zelle konnen in einera Verfahren zur gentech- 
nischen Herstellung von Polypeptiden, insbesondere von 
thennolabilen Polypeptiden in Prokaryonten verwendet 
werden. 

Die Erfindung betriffH sonrit auch ein Verfahren zur gen- 
technischen Herstellung von Polypeptiden in einer prokary- 
ontischen Zelle, welches dadurch gekennzeicb.net ist, daB 
man 

(i) eine Zelle bereitstellt, die ein erfindungsgemaBes 
Expressionssystem enthalt, 

(ii) die Zelle aus (i) in einem geeigneten Medium und 
unter geeigneten Bedingungen kultiviert, die zu einer 
Expression des gewiinschten Polypeptids fiihren, und 

(iii) das Polypeptid aus der Zelle oder aus dem Me- 
dium isoliert. 

Die Kultivierung der Zelle in Schritt (ii) des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens wird vorzugsweise auf solche Weise 
durchgefuhrt, daB bis zum Erreichen einer vorbestimmten 
Zelldicbte die Expression des ftir das gewiinschte Polypep- 
tid kodierenden Gens weitgehend reprimiert ist, d. h. unter 
Bedingungen, bei denen die Translation der durch die erste 
Expressionskontrollsequenz transkribierten mRNA durch 
die von der zweiten Expressionskontrollsequenz transkri- 
bierten Antisense-RNA zumindest weitgehend unterdriickt 
wird; Nach- Erreichen einer vorbestimmten Zelldichte wird 
durch Temperatur anderung, insbesondere Teniperaturver- 
ringerung auf Temperaturen von 20°C, die Expression des 
gewiinschten Polypeptids induziert. 

Die Erfindung wird weiterhin durch nachfoigende Figu- 
ren erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 die regulatorische Sequenz des Kalte-Schockgens 
cspB von B.subtilis bis zum Startcodon ATG, 

Fig. 2 die regulatorische Sequenz des Kalte-Schockgens 
cspB von B.subtilis bis zum 16. Codon der kodierenden Se- 
quenz, einem anschlieBenden Stopcodon TAA und einem 
zweiten Startcodon (fur eine Expression als Cistron mit 
zwei kodierenden Bereichen), 

Fig. 3A ein Beispiel fur eine Antisense-RNA zu cspB von 
B.subtilis, 

Fig. 3B eine scbematische DarsteEung der Regulation der 
Synthese dieser Antisense-RNA; das Gen fur den thennola- 
bilen Repressor, z. B. cl857 kann entweder auf einem Plas- 
mid vorliegen oder im Chromosom inlegriert sein, 

Fig. 4 die scbematische Darsteliung einer ersten Ausfuh- 
rungsform des erfindungsgcrnaBen Expressionssy stems (Re- 
gulation der Antisense-RNA iiber einen tempera tursensiti- 
ven Repressor) und 

Fig. 5 Beispiele ftir Antisense-RNA Molekiile mit tempe- 
raturlabilen Sekundarstrukturen, die fur eine zweite Ausfuh- 
rungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens geeignet 
sind. 
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Patentansprilche 

1. System zur temperaturregulierten Genexpression 
umfassend 

(a) due Genexpressionseinheit enthaitend eine 5 
erste ExpressionskontroUsequenz mit einem Pro- 
motor und einer ribosomalen Bindungsstelle, 

(b) eine Regulaiionseinheit enthaitend eine Nu- 
kleinsaure, die bei Transkription eine zur ersten 
ExpressionskontroUsequenz komplementare An- io 
tisense-RNA ergibt, in operativer Verkniipfung 
mit einer temperaturregulierbaren zweiten Ex- 
press ion skon trolls equenz, 

2. System nach Anspruch 1, dadurcb gekennzeichnet, 
daB die zweite Expressionskotrollsequenz so gewahlt 15 
ist, daB bei einer hohen Temperatur die Transkription 
von An tisense-RNA vermittelt durch die zweite Ex- 
pression skontrollsequenz erfolgt und die Translation 
vermittelt durch die erste ExpressionskontroUsequenz 
zumindest teilweise reprimiert ist. 20 

3. System nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die erste ExpressionskontroUsequenz zur 
Expression thennolabiler Proteine geeignet ist. 

4. System nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB die erste ExpressionskontroUsequenz den Promo- 25 
tor oder/und die ribosomale BindungssteUe eines Kal- 
teschockgens umfaBL 

5. System nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Kalteschockgen das cspB Gen von B.subtUis 
1SL 30 

6. System nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB stromab warts der riboso- 
malen BindungssteUe der ersten ExpressionskontroU- 
sequenz noch eine effizient translatierbare Nukleotid- 
sequenz angeordnet ist. 35 

7. System nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Genexpressioasein- 
heit (a) weiterhin eine KlonierungssteUe in operativer 
Verkniipning mit der ExpressionskontroUsequenz ent- 
halt. 40 

8. System nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Genexpressionsein- 
heit (a) weiterhin ein Strukturgen in operativer Ver- 
kniipfung mit der ExpressionskontroUsequenz enthalt. 

9. System nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 45 
daB das Strukturgen fur ein thermolabUes Protein ko- 
diert. 

10. System nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Transkription der 
An tisense-RNA durch einen temperatursensitiven Re- 50 
pressor reguliert ist, 

11. System nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Andsense-RNA 
eine thermolabile Sekundarstrukmr aufweist. 

12. System nach einem der vorhergehenden Ansprii- 55 
cbe, dadurch gekennzeichnet, daB die Andsense-RNA 
eine Lange bis zu 200 nt auf weist. 

13. Zelle enthaitend ein Expressionssystem nach ei- 
nem der Anspriiche 1 bis 12. 

14. Zelle nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 60 
daB sic eine Gram-positive ZeUe, insbesondere eine 
B.subtilis ZeUe ist 

15. Verfahren zur gentechnischen HersteUung von Po- 
ly pep dd en in einer prokaryontischen ZeUe, dadurch 
gekennzeichnet, daB man 65 

(i) eine ZeUe bereitsteUt, die ein Expressionssy- 
stem nach einem der Anspriiche 1 bis 12 enthalt, 

(ii) die ZeUe aus (i) in einem geeigneten Medium 



und unter geeigneten Bedingungen kultiviert, die 
zu einer Expression des gewiinschten Polypeptids 
fiihren, und 

(iii) das Polypeptid aus der ZeUe oder aus dem 
Medium isoliert. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Bedingungen in Schritt (ii), die zu ei- 
ner Expression des Polypeptids fuhren, eine Kultivie- 
rung bei < 20°C umfassen. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB ein Polypeptid aus einem psycho- 
phUen Organismus hergesteUt wird. 
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1 CSB1 CSB2 '^ ATC ^^^^^^— 



3 bRN^ 



a tggtttgaaa 



ggcgttggca tcaatttctt tgttagcaag tgegatatca gactccgcat 
aatcagaaaa agggatcagc tgaacatcca gccctgcctc ttcagecttt 
tgagcaatat agttccatat tgccccgtca gactcagcaa teccgatttt 
tatcgattca tgttctgcag aeggtgaaca tgcagtaaat gaaacgagaa 
gaacaaggae gaaactgeat ataagecact ttttcattgt gaccatactc 
ctatctatgt attagagcat gcaagcaata tcagacataa aaatcatacg 
ctcrtcttagt tgataaacgt tgtcatttgt aatattgatt aacttttacc 
ttactcatat ccaataaggt tgtcaattec tattaettat; ctteccaaaa 
tgaaggaata ctaaggcaaa egtatgatea catategaga aaacagatga 
atttcegtaa ataaatatca aattgaaaaa taaatatggt attttccgaa 

-35 -10 

aaaaatttca ataagca gtt gttt tttctg aagattactg g tagagt aaa 
cold shock box z 

g gtaattatt tttgtt cgaa ctatctfctaa gaagaaagtt ttgta agagt 

Cold shoe* Box XI aRNA-Bindung 

tttcgtcttg a aaotttott aagagcaaga ataqt gaatt taaaccrttat 

BBS 

qatcqctfcta gg^^ftatt: tcatg 
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1 CSBl CSB2 RBS ATG DSB STOP 

aRNA 



S63 

a tggtrttgaaa 

ggcgttggca. tcaatttctt tzgttagcaag tgegatatea gacteegcat 

aatcagaaaa agggateagc tgaatatcca gccctgcctc ttcagccttt 
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